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DERIVES DE PSEUDO- PEPTIDES PHOSPHINIQTJES INHIBANT 
S ELECT I VEMENT LE SITE ACTIF C- TERMINAL DE L ' ENZYME 
DE CONVERSION DE L 1 ANGIOTENSINS I (ACE) 

5 . DESCRIPTION 

Domaine technique 

La presente invention a pour objet des derives de 
pseudo-peptides phosphiniques , capables d' inhiber 
10 selectivement le site C- terminal de 1' enzyme de 
conversion de 1 ' angiotensine I humaine (ACE) humaine et 
de souris, sans affecter le site actif N~terminal de 
1 ' ACE • 

Ces derives peuvent etre utilises dans dif f erentes ;, 
15 pathologies cardiovasculaires chez l'homme. -;j 

Etat de la technique anterieure 

• L' enzyme de conversion de 1 ' angiotensine I (ACE), 
est un acteur central de la regulation de la pression 
20 arterielle et de l'homeostase des dif f erentes fonctions 
physiologiques du tissu cardiovasculaire . Ces actions 
semblent en partie dependre : 

- de la maturation d'un puissant 
vasoconstricteur , 1 ' angiotensine II, par clivage 

25 de l'extremite C-terminale de 1 ' angiotensine I, 

peptide inactif, par l'ACE, et 

- de la degradation par l'ACE d'un puissant 
vasodilatateur, la bradykinine . 

30 
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Ces actions sont illustrees ci-dessous 



10 



15 



20 



Angiotensin I, inactif 
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-HiS-Lcn 



maturation Clivage par I'ACE 



Ang II 



Bradykinine 
Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Scr-Pro-Phe-Arg 
Puissant vasodilatateur ><■ 



inactivation 




BK 



Pression arterielle 



Angiotensine II, actif 
Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe 
Puissant vasoconstricteur 



Bradykinine 1-7, inactif 

Arg-Pro-Pro-Gly-Phc-Scr-Pro 



L' hypertension arterielle, raais aussi les maladies 
du tissu cardiaque, resultent d'une deregulation des 
differentes hormones vasoconstrictives . Retablir 
l'equilibre entre agents vasoconstricteurs et 
vasodilatateurs, au profit de ces derniers, est un des 
principaux objectifs therapeutigues des medicaments 
utilises en clinique humaine pour rem€dier a 
1' hypertension arterielle et aux maladies du tissu 
cardiaque. On comprend ainsi comment 1' inhibition de 
l'ACE peut participer a ces objectifs, en empechant la 
formation de 1' angiotensine II et en potent ialisant la 
bradykinine. Les inhibiteurs de l'ACE sont utilises en 
clinique humaine, non seulement pour reduire 
1' hypertension arterielle, mais aussi pour preserver 
les fonctions du tissu cardiaque, comme il est decrit 
dans les references [1] et [2] . 

Le clonage de l'ACE, puis la determination de sa 
structure primaire, ont montre de facon surprenante la 
presence de deux sites actif s dans cet enzyme, comme il 
est decrit dans la reference [3] . Par mutagenese 
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dirigee, il a pu etre prouve que ces deux sites actifs 
etaient parfaitement f onctionnels , c'est a dire 
capables de cliver des substrats physiologiques de 
l'ACE, tels que 1 ' angiotensine I et la bradykinine 
5 (voir references [4] et [5] ) . 

Malgre tous les travaux realises depuis plus de 
vingt ans sur l'ACE, on ne sait tou jours pas si la 
presence de deux sites actifs dans l'ACE de mammiferes, 
resultant d' une duplication de gene ancestral, 

10 correspond a un r61e fonctionnel particulier. Cependant 
la decouverte recente, qu'in vivo chez 1 ' homme le 
peptide Ac-SDKP (N-acetyl Ser-Asp-Lys-Pro) est 
essentiellement clive par le site actif N-terminal de 
l'ACE, milite en faveur d'un role fonctionnel distinct 

15 pour chacun des sites actifs de l'ACE ( voir reference-' 1 
[6] ) . 

Ces considerations ont conduit a developper des :> 
inhibiteurs qui seraient capables de discriminer de' 
fa?on hautement selective les deux sites actifs de 

2 0 l'ACE, afin de disposer d'outils pouvant permettre 
d'etablir in vivo le role fonctionnel de chacun des 
sites de l'ACE* A cet egard, il est important de 
souligner que tous les inhibiteurs utilises a ce jour 
en clinique sont des inhibiteurs mixtes de l'ACE, c'est 

25 a dire bloquant simultanement les deux sites actifs de 
1 ' ACE . 

Toutefois, on a mis au point recemment le premier 
inhibiteur bloquant de fagon selective le site N- 
terminal de l'ACE, le RXP4 07 qui est un pseudo-peptide 
30 phosphinique . Cet inhibiteur est decrit dans les 
references [7] et [8] . Cet inhibiteur, non metabolise 
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chez le rat et la souris, est par ailleurs capable 
d'inhiber la degradation du peptide N-acetyl Ser-Asp- 
Lys-Pro (Ac-SDKP) , in vivo chez la souris ( voir 
reference [9] ). Cet inhibiteur fait l'objet d'une 
etude pre-clinique chez cet animal, visant a demontrer 
son utilite pour proteger le tissu hematopoletigue lors 
de traitements de chimiotherapie . Par ailleurs, on a pu 
observer gue malgre 1' inhibition de la degradation in 
vivo de 1' Ac-SDKP par le RXP407, dans ces conditions, 
1' injection de 1 ' angiotensine I aux souris traitees 
conduisait tou jours a une augmentation de la pression 
arterielle ( voir reference [9] ) • 



Ces resultats indiguent done gu' in vivo : 
15 _ l' injection de RXP407 en blocjuant le site N- 

terminal de l'ACE empeche la degradation de 1' Ac- 
SDKP, et 

- le site C- terminal, non inhibe par le RXP407, 
peut a lui seul prendre en charge l'hydrolyse de 
20 1' angiotensine I. 

Cette derniere observation suggere gue le site C- 
terminal de l'ACE pourrait in vivo etre seul 
responsable de la degradation de 1 ' angiotensine I, 

25 justifiant ainsi le developpement d' inhibiteurs 
selectifs du site C-terminal de l'ACE. Selon ces 
hypotheses, de tela inhibiteurs pourraient permettre, 
par la seule inhibition du site C-terminal de l'ACE, de 
controler le metabolisme de 1 ' angiotensine I et done de 

30 prevenir les effets vasoconstricteurs lies a la 
production in vivo de 1 ' angiotensine II. Un avantage de 
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tels inhibiteurs, par rapport aux inhibiteurs mixtes 
classiques de 1'ACE, serait de ne pas interferer avec 
les fonctions physiologiques liees a l'activite du site 
N- terminal de 1'ACE, comme le metabolisme du peptide 
Ac-SDKP. Une autre retombee extremement importante des 
inhibiteurs C-terminaux pourrait etre aussi le contr61e 
du metabolisme de la bradykinine (BK) , un autre acteur 
central de 1 ' homeostase cardiovasculaire, s'il 
s'avgrait que ce peptide est clive in vivo 
essentiellement par le site C-terminal de 1'ACE. 

II a ete demontre que les peptides phosphiniques 
represent ent une famille generique de composes capables 
d' inhiber, de fagon tres puissante, les 

metallopeptidases a zinc, famille de peptidases a. 
laquelle appartient 1'ACE, comme on peut le voir dans,: 
les references [9) a [16] . Dans ces composes, le role, 
du groupe P0 2 ' est d'interagir avec l'atome de zinc 
situe dans le site actif de ces enzymes. 



H 3 C 



20 
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Outre la presence du groupe P0 2 ", la nature 
chimique des residus P2, PI, PI' et P2' joue un rdle 
determinant pour assurer la selectivity des 
interactions entre un peptide phosphinique particulier 
et une metal lopeptidase a zinc donnee (voir references 
[8], [12] et [13]). Ainsi, la presence de residus bien 
particuliers dans les positions P2, PI, Pi' et P2' 
permet d'obtenir des inhibiteurs selectifs, n' inhibant 
que certaines metal lopeptidases a zinc. Une telle 
selectivity peut etre un facteur essentiel dans le 
cadre d'une utilisation in vivo de ces inhibiteurs. En 
effet, on estime que la toxicity in vivo de certains 
inhibiteurs est en grande partie due a leur manque de 
selectivity pour une cible donnee. 

Selon ces principes, la recherche d' inhibiteurs 
capables de bloquer selectivement le site C-terminal de 
l'ACE a consist! a identifier dans la famille des 
composes phosphinique s , des rysidus particuliers, 
situys dans les positions PI, PI' et P2', conferant aux 
inhibiteurs une capacity a interagir selectivement avec 
le site C-terminal de l'ACE. 



25 



Expose de 1 ' invention 

Ces recherches ont conduit a decouvrir que la 
presence d'un residu pseudo-proline dans des pseudo- 
peptides phosphiniques constitue un element essentiel 
pour obtenir des inhibiteurs selectifs du site C- 
terminal de l'ACE. 

Aussi, la prysente invention a pour objet un derive de 
3 0 pseudopeptide phosphinique comportant la sequence 
d'acides amines de formule suivante : 
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dans laquelle R 2 et R 3 qui sont identiques ou 
differents, representent la chaine laterale d'un acide 
amine naturel ou non naturel, 1 ' ensemble : 




*3 



pouvant aussi former le residu Pro, et R 5 represente un, 
atome d'hydrogene, un contre-ion acceptable du point de 
vue pharmacologique, ou un groupe capable de former un 
ester phosphinique hydrolysable in vivo. 

Dans cette sequence, le groupe P0 2 peut etre sous 
forme P0 2 " en etant associe a un atome d'hydrogene ou a 
un contre-ion acceptable du point de vue 
pharmacologique, par exemple K + , Na + , NH 4 + ou tout autre 
ion metallique ou non metallique acceptable du point de 
vue pharmacologique. La nature du contre-ion n' a aucune 
importance car dans l'eau les groupements charges sont 
dissocies . 

Le groupe P0 2 peut aussi etre sous forme d ! ester 
phosphinique hydrolysable in vivo. Dans ce cas, le 
pseudo -peptide est du type pro-drogue et, apres 
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hydrolyse in vivo de 1' ester , il genere la forme active 
du pseudo-peptide . 

Des groupes de ce type utilisables pour R 5 sont 
decrits en particulier dans la reference [2 0]. 

A titre d'exemples de tels groupes, on peut citer 
les groupes repondant aux formules suivantes : 




-CH r CH-OCO-CH 3 



CH 



/\ 



CH3CH3 



-CH 2 ) 3 -S-CO-CH 3 




-(CH2) 2 -0-CO-tBu 



-(CH 2 ) 3 -S-CO-tBu 




CH 3 CH 3 



Dans ces formules, t-Bu repr6sente le groupe 



tert-butyle . 
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Selon un mode particulier de realisation, le 
derive de pseudo- peptide phosphinique repond a la 
formule suivante : 



5 




dans laquelle Ri represente un groupe protecteur d'une 
fonction amine, ou un acide amine ou un peptide protege 
par un groupe protecteur d'une fonction amine, R2 et R3 
10 qui peuvent etre identiques ou differents, representent 
la chaxne laterale d'un acide amine naturel ou non 
naturel, 1 ' ensemble : 



H 




R 3 



15 pouvant aussi former le residu Pro, R 4 represente un 
atome d'hydrogene, ou un contre-ion pharmaceutiquement 
acceptable, et R 5 est tel que defini ci-dessus. 

Dans les formules donnees ci-dessus, R 2 et R 3 
representent la chaine laterale d'un acide amine 

20 naturel ou non naturel, par exemple un pseudo-acide 
amine . 

Les acides amines naturels peuvent §tre choisis 
parmi 1' alanine, l'arginine, 1 ' asparagine, 1' acide 
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aspartique, la cysteine, la glutamine, l'acide 
glutamique, la glycine, l'histidine, 1 ' isoleucine , la 
leucine, la norleucine, la lysine, la methionine, la 
phenylalanine, la proline, 1 'hydroxyproline, la serine, 
5 la threonine, le tryptophane, la tyrosine, la valine, 
la nitrophenylalanine, 1 ' homoarginine , la thiozolidine 
et la deshydropoline . 

Un pseudo-acide amine peut etre defini comme un 
acide amine dans lequel la fonction amino ou carbonyle 
10 a ete remplacee par un autre groupement chimique . 

Dans la formule (II) , le groupe Ri peut etre un 
groupe protecteur usuel d'une fonction amine en chimie 
peptidique. De tels groupes protecteurs sont bien 
connus de l'homme du metier et sont illustres par 
15 exemple dans l'ouvrage intitule : "Protective groups in 
Organic Synthesis, Second Edition, T.W. Greene et 
P.G.M.Wuts, John Wiley & Sons, Inc, pages 309-315 [17] . 
A titre d' exemple de tels groupes utilisables dans 
1' invention, on peut citer les groupes acetyl e et 
2 0 benzyl oxycarbonyl e . 

R x peut aussi representer un acide amine naturel ou 
non naturel ou un peptide dont la fonction amine 
terminale est protegee par un groupe protecteur usuel 
tel que ceux decrits ci-dessus. 
25 Selon 1' invention, comme on le verra ci-apres, la 

presence du residu pseudo-proline est essentielle pour 
obtenir la selectivity vis-a-vis du site actif C- 
terminal de l'ACE, mais la nature des chaines laterales 
presentes en R 2 et R 3 joue aussi un r61e important dans 
3 0 la selectivity des interactions des derives de 
1' invention avec les sites N et C-terminaux de l'ACE. 
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De bons resultats en ce qui concerne 1* inhibition 
du site C-terminal de l'ACE, ont 6te obtenus avec des 
pseudo-peptides dans lesquels le groupe R 2 represente le 
groupe benzyle, m£thyle ou phenethyle, soit la chaine 
5 laterale de la phenylalanine, de 1' alanine et de 
1 1 homo -phenyl alanine . 

Pour R 3/ on a obtenu de bons resultats lorsque R 3 
represente la chaine laterale de 1' alanine, de 
1'arginine ou du tryptophane, ou lorsque 1 7 ensemble - 
10 NH-CH (R 3 ) -CO- represente le residu Pro. 

Generalement, R 4 et R 5 representent un atome 
d 1 hydrogene . 

Selon un mode prefere de realisation de 
1' invention, le derive de pseudo-peptide phosphinique 
15 repond a la formule. suivante : 




(pseudo-peptide G) 



Lies derives de pseudo-peptides phosphiniques de 
20 1' invention repondant a la formule (II) dans laquelle 
R 4 et R 5 representent un atome d* hydrogene, peuvent etre 
prepares par un procede comprenant les etapes 
suivantes : 
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1) faire reagir un compose de formule 

o 



NH 




ph (Hi) 



OH 



R 2 



dans laguelle R x et R 2 sont tels que definis ci-dessus 
avec le compost de formule : 

OAc 



OEt 



(TV) 



X 



o 

dans laquelle Ac represente le groupe acetyle et Et 
represente le groupe ethyle, pour obtenir le compose de 
formule (V) : 

o 




OEt 



(V) 



2) transformer le compose (V) en compose (VI) par 
reaction du compose (V) avec du borohydrure de sodium : 
o 



OEt 



NH 



(VI) 



X 



OH 



R 2 
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3) proteger le groupe hydroxyle du compose (VI) 
par un groupe adamantyle Ad pour obtenir le compose de 
formule (VII) : 



NH 




in 



OEt 



(VII) 



OAd 



R 2 



4) saponifier le compose (VII) pour obtenir le 
compose de formule (VIII) : 
o 



NH 




(VIII) 



OAd 



R 2 



5) coupler le compose de formule 
l'acide amine de formule : 
NH, COOH 



(VIII) avec 




(IX) 



R 3 



ou 



HN 




.COOH 



(X) 



dans laquelle R 3 est tel que d§fini ci-dessus, et 
6) eliminer le groupe protecteur Ad. 



15 Selon ce procede, on synthetise tout d'abord le 

bloc phosphinique de formule (VIII) comprenant la 
pseudo-proline , et on effectue ensuite un couplage 
peptidique de ce bloc phosphinique avec l'acide amine 
voulu . 
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Avantageusement, l'etape 5) de couplage peptidique 
est realisee par synthese peptidique sur phase solide 
en utilisant comme phase solide une resine substitute 
par l'acide amine de formule (IX) ou (X), dont 
1-extremite N-terminale aura ete prealablement protegee 
par un groupe Fmoc (fluorenyl methoxy carbonyle) . 

Si necessaire, on peut ensuite esterifier ou 
salifier la fonction phosphinique du pseudo -peptide de 
formule (II) dans laquelle R 5 represente un atome 
d'hydrogene, en le faisant reagir avec des reactifs 
approprits . 

L-esterification peut etre obtenue par couplage 
avec un alcool de formule R s OH dans laquelle R 5 
represente un groupe capable de former un ester 
phosphinique hydrolysable in vivo, en utilisant par 
exemple le precede decrit dans la reference [2 0] 
(methode A) . 

On peut aussi realiser 1 > esterif ication par 
reaction avec un halogenure de formule R S X dans 
laquelle R 5 represente le groupe capable de former un 
ester phosphinique hydrolysable in vivo. Cette reaction 
peut etre effectuee dans des conditions alcalines en 
utilisant le precede decrit dans la reference [2 0] 
(methode B) - 

Avant d-effectuer cette esterif ication, on protege 
lades) fonction (s) acide(s) carboxylique (s) du pseudo- 
peptide par des groupes protecteurs appropries que 1 - on 
elimine ensuite en utilisant des techniques classiques. 

Lorsqu'on veut salifier la fonction phosphinique 
du pseudo-peptide de formule (II) dans laquelle R 5 est 
atome d'hydrogene, pour remplacer cet atome 



un 
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d'hydrogene par un contre-ion pharmaceutiquement 
acceptable, on fait r^agir le pseudo -peptide avec une 
base appropriee contenant ce contre-ion, par exemple 
NaOH, KOH, NH 4 OH. 

On peut utiliser la metne technique pour salifier 
le groupe carboxylique terminal du pseudo-peptide afin 
de remplacer 1 1 atome d'hydrogene par un contre-ion 
pharmaceutiquement acceptable . 

L' invention a encore pour objet une composition 
pharmaceutique inhibant selectivement le site C- 
terminal de 1' enzyme de conversion de 1 ' angiotensine I, 
qui comprend un derive de pseudopeptide phosphinique 
repondant a l'une des formules (I) et (II) donnees ci- 
dessus . 

De preference, le derive pseudo-peptidique 
phosphinique repond a la formule : 




(pseudo-peptide G) 



Cette composition pharmaceutique qui inhibe 
selectivement le site actif C-terminal de 1 ' enzyme de 
conversion de 1 1 angiotensine I, permet de controler "in 
vivo 11 les taux physio logiques de 1 ' angiotensine II et 
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de la bradikynine, deux hormones peptidiques jouant un 
r61e central dans le contr61e de la pression 
arterielle, mais aussi dans l'homeostase des fonctions 
cardiovasculaires chez l'homme. Elle trouve done de 
5 multiples applications vis-a-vis des differentes 
pathologies cardiovasculaires chez l'homme. 

L' invention concerne encore 1 ' utilisation d'un 
derive de pseudo-peptide phosphinique de formule (I) ou 
(II) pour la fabrication d'un medicament inhibant 
10 selectivement le site C-terminal de 1' enzyme de 
conversion de 1 ' angiotensine I. 

D'autres caracteristiques de 1' invention 
apparaitront mieux a la lecture de la description qui 
suit d'exemples de realisation, donnes bien entendu a 
15 titre illustratif et non limitatif, en reference aux 
de s s in s annexe s . 

Breve description des dessins 

La figure 1 illustre la synthese de synthons 
20 utiles pour . la preparation des ps eudo -peptides 
phosphiniques conformes a 1' invention. 

La figure 2 illustre le chromatogramme obtenu lors 
de la purification du pseudo-peptide G par 
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) 



25 



30 



Expose detaille des modes de realisation 

La synthese des pseudo-peptides phosphiniques a 
ete effectuee en suivant le schema de synthese decrit 

sur la figure 1. 

Cette figure represente les etapes du procede 
about issant aux synthons de formule (VIII) : 
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Ri 




(VIII) 



dans laquelle 

5 - R x represente le groupe benzyloxycarbonyle 

(Cbz) , et 

- R 2 est le groupe phenyle (composes la, 3a, 4a, 5a 
et 6a), le groupe phenethyle (composes lb, 3b, 4b, 5b et 
6b) ou le groupe methyle (composes lc, 3c, 4c, 5c et 6c) . 

10 

Exemple 1 :preparation du compose 6a« 

1) Preparation du compose la 

Ce derive d'acide amino -phosphinique est prepare 
selon la procedure decrite par Baylis [18] , puis 
15 1' enantiomere de configuration R est obtenu . par 
recristallisation en suivant le protocole reporte dans 
Baylis [18] 

2) Preparation du compose 2a 

2 0 Ce compose est obtenu en suivant la procedure 

publiee par Villieras et al [19] . Le produit obtenu a 
ete caracteris<§ par RMN : 

X H-RMN (250 MHZ, CDC1 3 ) : 7,03 (t, 1H) , 5,93 (m, 
1H), 4,1 (m, 2H) , 2,6 (m, 1H) , 2,34 (m, 2H) , 1,95 (s, 

25 3H) , 1,82 (m, 1H) , 1,18 (t, 3H) . 
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3) Preparation du compose 3a 

Un melange du compose la (3,2 g, 10 mmol) et 
d'hexamethyldisilazane (10,5 mL, 50 mmol) sous flux 
5 d' argon est chauffe a 110° durant 3h. A cette 
temperature, le compose 2 (5,5 g, 12 mmol) est ajoute 
et cette solution est mise sous agitation pour 4h a 
90°C. A cette solution refroidie a 70°C, 10 mL 
d'ethanol EtOH absolu sont ajoutes, goutte a goutte, le 

10 melange etant agite a 70 °C pour 3 0 min. Apres 
evaporation des solvants, le residu est solubilise dans 
5% NaHC0 3 (10 mL) et 5 mL d'hexane. Apres 3 extractions 
avec 1' acetate d'ethyle AcOEt (3x5 mL) , le produit 
brut est obtenu apres evaporation du solvant. Une 

15 purification sur colonne de silice, utilisant comme 
phase mobile un melange chlorof orm/methanol/acide 
acetique (7:0,3:0,3) permet d'obtenir 4 g de compose 3a 
pur, sous forme d'un solide blanc (rendement de 8 9%) . 
La caracterisation RMN de ce produit est basee sur des 

20 experiences COSY, TOCSY et HMQC. 

X H-RMN (250 MHz, CDC1 3 ) : 1,27 (t, 3 Jhh= 7,1Hz, 3H, 
CH2CH3), 1, 95-3,00 (m, 5H, PCH(CH 2 ) 2 , PhCHH) , 3,13-3,45 
(m, 2H, PCH, PhCHH), 4, 02-4, 31 (m, 2H, CH 2 CH 3 ) , 4,34- 
4,63(m, 1H, PCH), 4,78-5,05(m, 2H, OCH 2 Ph) , 5,71(d, 1H, 

25 NH, 3 J HH =ll,3Hz, I), 5,78 (d, 1H, NH, 3 J HH =10,8Hz, II), 
6,91-6,99 (d, 1H, C-CH, I/II) , 7,02-7,34{m, 10H, aryl) . 
13 C-RMN (62MHz, CDC1 3 ) : 14,2/14,2 (CH2-CH3) , 26,2/26,5 
(PCHCH 2 ) , 32, 7/32,8 (PCHCH 2 CH 2 ) , 34,5 (CH 2 Ph) , 41,8 (d, 
\j PC =87,7Hz, PCHC, I), 43,l(d, 1 J PC =87 , 3Hz , PCHC, II), 

30 50, 5 (d, x J PC =99,7Hz f PCHKT, I), 50, 5 (d, \j PC =100 , 5Hz , PCHN, 
II), 61,1/61,2 (CH 2 CH 3 ), 66,8 (OCH 2 Ph) , 126,6, 127,7, 
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127.8, 127,9, 127,9, 128,4, 128,4, 129,4, 132,2, 132,3, 

132.9, 136,5, 136,6, 137,1, 137,3, (aryles) , 148,1 (d, 
2 J PC =8,7Hz, =CCO, I), 148,1 (d, 2 J PC =9Hz, =CCO , II), 
156,1 (d, 2 J PC =5,5Hz,CONH, I), 156,2 ( (d, 2 J PC =5 , 7Hz , CONH, 

5 ID, 165,3 (d, 2 J PC =2,7Hz,COOEt) . 

31 P-RMN (100MHz, CDC1 3 ) : 46,89, 48,13. 

Les mentions I et II correspondent aux differents 
diaster6oisomdres . 

10 Analyse elementaire ; 
Valeurs theoriques : 

C : 61,80%, H : 6,27%, N : 3,00% 
Valeurs experimentales : 

C : 61,89%, H : 6,23%, N : 2,98% 

15 : 
4) Preparation du compose 4a .*• 
Le compost 3a (1,4 g, 3,06 mmol) et du NiCl 2 . 6H 2 0.. 
(1,09 g, 9,2 mmol) sont solubilises dans un melange THF. 
(12,4 mL) /methanol (7,7 mL) . A cette solution est 

20 ajoute par portions du NaBH 4 (0,58 g, 15,4 mmol) 
pendant 30 min, a -30°C. Ce melange reste sous 
agitation pendant 10 min, a -30 °C. Les solvants sont 
evapores et le produit est extrait dans un melange 
AcOEt (25 mL) et HCl IN (20 mL, pH 1) . La phase 

25 organique est prelevee et lavee a 1 ' eau (10 mL) , puis 
sechee avec Na 2 S0 4 . Apres evaporation des solvants, le 
produit est purifie sur colonne de silice avec une 
phase mobile chlorof orme/m^thanol/acide acetique 
(7 : 0, 3 : 0, 3) -On obtient 1,28 g du compose 4a (rendement 
30 de 91%) . 



B 13999.3 MDT 



10 



20 

L' analyse par spectrometrie de masse mode negatif 
(masse observee MH" : 458,48, masse attendue 459,47) 
est en accord avec la structure chimique du compose 4a. 

Analyse elgment aire 
Valeurs theoriques : 

C : 61,78%, H : 6,63%, N : 3,00% 
Valeurs experimentales : 

C : 61,98%, H : 6,31%, N : 3,08% 



S) Preparation du compose 5a.. 

L' adamant yl at ion du compose 4a est realisee en 
suivant le protocole decrit par Yiotakis et al [14] . A 
une solution du compose 4a (1,03 g, 2,24 mmol) dans le 
15 chloroforme, 1-Adamantyl-Br (538 mg, 2,5 mmol) et Ag 2 0 
(577 mg) , repartis en 5 portions egales, sont ajoutes 
pendant lh. Apres 2h, 0,5 eq d'AdBr et 0,5 eg d' Ag a O 
ont ete rajoutes et le melange porte au reflux pendant 
lOh. Apres evaporation des solvants, le produit brut a 
20 ete purifie sur colonne de silice en utilisant comme 
phase mobile un melange chloroforme/ isopropanol 
(9,8 :0,2). Le compose 5a est obtenu sous forme pure 
avec un rendement de 96% (1,27 g) - 

Analyse par spectrometrie de masse, mode positif : 
25 masse observee MH + = 594,21, masse attendue 593,1. 

Analyse elementaire 
Valeurs theorigues : 

C : 67,76%, H : 7,53%, N : 2,32% 
30 Valeurs experimentales : 

C : 67,49%, H : 7,58%, N : 2,24% 
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fi ) Preparation du compose 6a 

Apres dilution du compose 5a (1,1 g, 1,85 mmol) 
dans le methanol (20 mL) , 2 mL de NaOH 4N sont ajoutes. 
Apres 6h sous agitation, le suivi de la reaction par 
TLC confirme la saponification complete du produit de 
depart. Apres evaporation du solvant, le produit est 
repris dans un melange eau (10 mL) , puis ajout d'AcOEt 
(15 mL) et acidification a pH 1 avec HCl IN. Le residu 
est repris dans la phase organique et la procedure 
d' extraction repetee deux fois. Les phases organiques 
rassemblees sont sechees sur Na 2 S0 4 , puis les solvants 
evapores. Le compose pur 6a est obtenu avec un 
rendement de 94% (0,98 g) . 
15 Analyse par spectrometrie de masse, mode positif :. 
masse observee MH + = 566,15, masse attendue 565,26. 



10 



Analyse £lementaire : 
Valeurs theoriques : 

C : 67,95%, H : 7,13%, N : 2,48% 
Valeurs experimentales : 

C : 67,64%, H : 7,30%, N :2,40 % 



Exemple 2 : Preparation du compose 6b 
25 On suit le meme mode operatoire que dans 1' exemple 

1 pour preparer le compose 6b en partant du compose lb 

qui est prepare selon la procedure decrite dans [18] . 

L' analyse par spectrometrie de masse du compose 6b 

a donne les resultats suivants : masse attendue : 
30 579,27, masse observee MH + =580,29. 
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Exemple 3 : preparation du compose 6c 

On suit le mime mode operatoire que dans 1 ' exemple 
1 pour preparer le compose 6c en partant du compose lc 
qui est prepare selon la procedure decrite dans [18] . 
5 L' analyse par spectrometrie de masse du compose 6c 

a donne les resultats suivants : masse attendue : 
489,23, masse observes MH + =490,11. 

Exemple 4 : preparation du pseudo-peptide de formule 

10 




(pseudo-peptide G) 



Ce peptide a ete synthetise sur phase solide en 
utilisant un protocole standard de synthese de peptides 

15 sur phase solide. La resine Wang substitute par un 
Fmoc-Trp (732 mg, 0,58 mmol) est suspendue dans la N- 
methyl pyrrolidone NMP (5mL) et agitee pendant 5 min. 
Apres elimination de la NMP par filtration, 10 mL de 
piperidine a 20% dans NMP sont ajoutes et le melange 

20 est agite pendant 15 min. Apres filtration, la resine 
est lavee avec les solvants suivants : NMP (7xl0mL) , 
CH 2 C1 2 (3xl0mL) et Et 2 0 (2xl0mL) . Sont ajoutes alors 
dans le reacteur, NMP 2ml, diisopropopyl ethylamine 
DIEA (749mg, 5,76 mmol) et le compose 6a (360mg, 0,64 
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mmol) dilue dans la NMP (2mL) et 2- (1H) benzotriazol-1- 
yl) -1,1,3,3-tetramethyluronium hexaf luorophosphate HBTU 
(730mg, 1,92 mmol, dilue dans NMP 3mL) . Le melange est 
laiss£ sous agitation pendant 24h. Apres filtration, la 
resine est lavee avec la NMP <4x7mL) , CH 2 C1 2 (5x7mL) . 
Puis, une solution d'acide trif luoroacetique 
TFA/CH 2 Cl 2 /H 2 0/triisopropylsilane (90/7,5/1,25/1,25) est 
ajoute dans le reacteur et le melange mis sous 
agitation pendant 3h (phase de deprotection) . Apr£s 
filtration, le filtrat contenant le peptide G est 
recupere, le solvant est £vapore et le produit est 
solubilise dans H 2 0 . Apres lyophilisation, le peptide G 
est purifie par HPLC phase-inverse (colonne Vydac, C18, 
semi -preparative) . 

La figure 2 illustre le chromatogramme obtenu. Sur 
cette figure, on observe 4 pics correspondants aux 4 
diastereoisomeres presents dans le peptide G (ces 
quatre pics possedent un spectre de masse identique, 
masse observee MH + = 618,23, masse attendue 617,23). 
Seul le pic 1 montre un pouvoir inhibiteur vis- a- vis de 
1 ' ACE . 

La caract^risation RMN du peptide G, pic 1 HPLC, 
est basee sur des experiences COSY, TOCSY et HMQC. 

X H-RMN (250 MHz, DMSO) 4,93 (d, 2H, CH 2 -0-Ph) , 4,01 (m, 
1H, CH-CH 2 -Ph) , 2,77(m, 1H, CH-CH 2 -Ph) , 3,08(m, 1H, CH- 
CH 2 -Ph) , 3,09 (a-pseudo-Proline) , 1,77 (p-pseudo- 
Proline) , 1,56 (y-pseudo-Proline) , 1 , 79 (5-pseudo- 
Proline) , 2,49 ( s -pseudo - Prol ine ) , 4,50 (cc-Trp) , 3,13 

(P,p-Trp), 7,6 NH, 8,3 NH, aryles 7,35-6,9. 
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Examples 5 a 7 : preparation des peptides B, C et D de 
f ormules 




pseudo-peptide B 

5 




pseudo-peptide C 




pseudo-peptide D 
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Les pseudo-peptides B, C et D ont ete synthetises 
en phase solide avec des resines Wang substitutes par 
l'alanine (B) , la proline (C) et l'arginine (D) , en 
5. utilisant le protocole decrit pour la preparation du 
pseudo-peptide G . La purification de ces peptides par 
HPLC a permis d' isoler des diastereoisomeres de ces 
peptides capables d'inhiber l'ACE. 

L' analyse des peptides par spectrometrie de masse 
10 confirme la structure de ces peptides . 

Peptide B : masse attendue 502,19 / masse observee 
503,21. 

Peptide C : masse attendue 528,53 ; masse observee 
529, 11. 

15 Peptide D : masse attendue 587,25 ; masse observee 
587,24. 

Exemples 8 et 9 : preparation des pseudo-peptides E et 
F de formules 

20 




pseudo-peptide E 
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pseudo-peptide F 



On obtient les peptides E et F par synthase en 
phase solide, en partant des composes 6b et 6c et en 
5 suivant le protocole decrit pour la preparation du 
peptide G . Apres purification par HPLC C18 mode 
inverse, la premiere fraction collectee pour chacun de 
ces peptides s'est averee capable d' inhiber l'ACE. 
L' analyse par spectrometrie de masse a donne les 
10 resultats suivants : 

Peptide E : masse attendue 541,20 ; masse observee 

542,26. 

Peptide F : masse attendue 631,24 ; masse observee 
632,26. 

15 

Exemple 10 : determination des constantes d' inhibition 
pour les sites N et C terminaux de l'ACE. 

Pour cette determination, on utilise de l'ACE 
recombinante humaine . Des courbes d ! inhibition de l'ACE 
20 par les pseudo-peptides A a G sont obtenues en 
utilisant le substrat a fluorescence quenchee : 
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- Mca-Ala ; Mca-Ala-Ser-Asp-Lys-DpaOH (Mca : 

acide 7-methoxycoumarine-2-acetique ; DpaOH : N-3{2,4- 
dinitrophenyl ) L-2 , 3 -diaminopropionyl ) , 

Pour ces essais, on utilise la premiere fraction 
5 collectee lors de la purification de chacun des pseudo- 
peptides A a G par HPLC (pic 1 de la figure 2 pour le 
pseudo-peptide G) . 

A partir des profils d' inhibition obtenus avec ce 
substrat, pour chaque peptide A a G, il est possible de 
10 determiner les constantes Ki N et Ki C en suivant la 
procedure decrite dans Dive et al [8] . 

Les experiences d' inhibition ont ete realises a 
25°C, pH 6,8, 50 mM HEPES, 10 mM CaCl 2/ 200 tnM NaCl . 

Les resultats obtenus sont donnes dans le tableau 
15 1 annexe . 

A titre comparatif, on a effectue le meme essai 
avec le pseudo-peptide A ne comportant pas de residu 
pseudo-proline . Les resultats obtenus sont egalement 
donnes dans le tableau 1 . Ce pseudo-peptide a ete 
20 prepare a partir du bloc phosphinique 

ZPhe[PO(OAd) -CH 2 ]AlaOH, decrit dans Yiotakis et al . [14], 
puis couplage de ce bloc a une resinge Wang substitute 
par le residu Fmoc Ala. 

L ' etude des effets inhibiteurs des pseudo-peptides 
25 A a G sur l'ACE et la comparaison de leur af finite vis- 
a-vis du site N-terminal (Ki N) et du site C-terminal 
(Ki C) de l'ACE, Tableau 1, permettent de tirer les 
conclusions suivantes . 

30 1°) Peptides A et B : Vis-a-vis de l'af finite envers 
les deux sites actifs de l'ACE, la presence d'un residu 
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pseudo-proline apparait bien moins favorable qu'un 
residu pseudo-alanine. En revanche, la presence d'un 
residu pseudo-proline en position PI' de ces pseudo- 
peptides phosphiniques donne acces a des inhibiteurs 
5 select if s du site C- terminal de l'ACE. Ce resultat 
demontre le role essentiel du residu pseudo-proline 
pour controler la selectivity des inhibiteurs vis-a-vis 
du site C- terminal de l'ACE. 

10 2°) Peptides B, C, D et G : Les modifications de la 
position P2' avec les residus alanine, proline, 
arginine et tryptophane demontrent que la nature de la 
chalne laterale dans cette position est aussi un 
facteur essentiel de la selectivity. La presence du 

15 residu proline (peptide C) genere un inhibiteur 
puissant, mais peu selectif des sites N et C de l'ACE. 
Par contre, la presence d'un residu tryptophane permet 
d'obtenir un inhibiteur (peptide G) extrltnement 
selectif du site C-terminal de l'ACE. 



20 



25 



3°) Peptides E et F : La substitution d'un residu 
pseudo -phenyl alanine dans la position PI des peptides, 
par un residu pseudo-alanine ou pseudo- 
homophenylalanine conduit a des peptides moins 
puissants et moins selectif s que le peptide G. Ce 
dernier resultat demontre une importance moindre de la 
position PI des inhibiteurs vis-a-vis de la 
selectivity . 

30 L' etude des peptides A a G permet de conclure que, 

dans les peptides de 1' invention, chaque position PI, 



B 13999.3 MDT 



29 

PI' et P2' contribue a la selectivity des interactions. 
La presence dans le peptide G des residus pseudo- 
phenylalanine , pseudo-proline et tryptophane lui 
confere une selectivity particuliere . 

Le peptide G est le premier inhibiteur capable de 
discriminer les deux sites actifs de l'ACE, en 
interagissant essentiellement avec le site C-terminal 
de l'ACE. 
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REVINDICATIONS 



1. Derive de pseudo-peptide phosphinique 
comportant la sequence d'acides amines de formule 
5 suivante : 




(I) 



ou 



dans laquelle R 2 et R 3 qui sont identiques 
10 differents, representent la chalne laterale d'un acide 
amine naturel ou non naturel, 1 ' ensemble : 




CO 



pouvant aussi former le residu Pro, et R s represente un 
15 atome d'hydrogene, un contre-ion acceptable du point de 
vue pharmacologique , ou un groupe capable de former un 
ester phosphinique hydro lysable in vivo. 

2. Derive de pseudo-peptide phosphinique repondant 
20 a la formule suivante : 
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O 




O 




H 
N 



H 
N 



OR 4 



(ID 



dans laquelle Ri represente un groupe protecteur d'une 
fonction amine, ou un acide amine ou un peptide protege 
5 par un groupe protecteur d'une fonction amine, R 2 et R 3 
qui peuvent etre identiques ou differents, representent 
la chaine lateral e d'un acide amine naturel ou non 
naturel, l 1 ensemble : 



pouvant aussi former le residu Pro, R 4 represente un 
atome d'hydrogene, ou un contre-ion pharmaceutiquement 
acceptable, et R 5 represente un atome d'hydrogene, un 
contre-ion acceptable du point de vue pharmacologique, 
15 ou un groupe capable de former un ester phosphinique 
hydrolysable in vivo. 

3. Derive de pseudo-peptide selon la revendication 
2, dans lequel R x represente un groupe protecteur d'une 
20 fonction amine choisi parmi les groupes acetyle, 
benzyloxycarbonyle . 



H 




10 
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4. Derive de pseudo-peptide selon la revendication 
1 a 3, dans lequel R 2 represente le groupe benzyle, 
methyle ou phenethyle, 

5 5. Derive de pseudo-peptide selon l'une quelconque 

des revendications 1 a 4, dans lequel R 3 represente la 
chaine laterale de 1 1 alanine, de l'arginine ou du 
tryptophane . 

10 6. Derive de pseudo-peptide selon l'une quelconque 

des revendications 1 a 4, dans lequel 1 1 ensemble 
-NH-CH(R 3 ) -CO- represente le residu Pro : 




CO 



15 

7. Derive de pseudo-peptide selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 6, dans lequel R 4 et/ou R 5 
representent un atome d'hydrogene. 

2 0 8. Derive de pseudo-peptide phosphinique de 

for mule : 



B 13999.3 MDT 



# 



39 




OH 



(pseudo-peptide G) 



9. Procede de preparation d'un pseudo-peptide de 
formule : 

5 




dans laquelle R x represente un groupe protecteur d'une 
f one t ion amine, ou un acide amine ou un peptide protege 
10 par un groupe protecteur d'une fonction amine, R 2 et R 3 
qui peuvent etre identiques ou differents, representent 
la chaine laterale d'un acide amine naturel ou non 
naturel, 1' ensemble : 



H 




15 
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pouvant aussi former le residu Pro, et R 4 et R 5 
representent un atome d'hydrogene, 
qui comprend les etapes suivantes : 

1) faire reagir un compose de formule : 

O 



Ri 



NH 




(III) 



dans laquelle R x et R 2 sont tels que definis ci-dessus, 
avec le compose de formule : 

OAc 



10 



/ 

X. 



OEt 



(IV) 



dans laquelle AC represente le groupe acetyle et Et 
represente le groupe ethyle, pour obtenir le compose de 
formule (V) : 




OEt 



(V) 



2) transformer le compose (V) en compose (VI) par 
reaction du compose (V) avec du borohydrure de sodium : 
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OEt 



(VI) 



3) proteger le groupe hydroxyle du compost (VI) 
par un groupe protecteur R 5 , par exemple le groupe 
adamantyle Ad, pour obtenir le compose de formule 
(VII) : 




(VII) 



4) saponifier le compose (VII) pour obtenir le 
compose de formule (VIII) : 
o 



R, 



NH 




(VIII) 



OAd 



!0 5) coupler le compose de formule 

I'acide amine de formule r 
NH 2 .COOH 



(VIII) avec 



(IX) 



R 3 



ou 




COOH 



(X) 



dans laquelle R 3 est tel que defini ci-dessus, et 
15 6) eliminer le groupe protecteur Ad. 
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10. Proced<§ selon la revendication 9, dans lequel 
l'etape 5) de couplage peptidique est realisee par 
synthese peptidique sur phase solide en utilisant comrne 

5 phase solide une resine substituee par 1* acide amine de 
formule (IX) ou (X) . 

11. Procede de preparation d'un pseudo-peptide de 
formule : 

10 




dans laquelle R x represente un groupe protecteur d<une 
fonction amine, ou un acide amine ou un peptide protege 
15 pax* un groupe protecteur d'une fonction amine, R 2 et R 3 
qui peuvent etre identiques ou differents, representent 
la chaine laterale d f un acide amine naturel ou non 
naturel, 1* ensemble : 




R3 

20 

pouvant aussi former le residu Pro, R 4 represente un 
atome d'hydrogene et R 5 represente un groupe capable de 
former un ester phosphinique hydrolysable in vivo, 
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caracterise en ce que l'on esterifie la fonction 
phosphinique du pseudo-peptide obtenu par le procede de 
la revendication 9 ou 10, par couplage avec un alcool 
de formule R s OH ou par reaction avec un halogenure de 
5 . formule R 5 X ou X represente un atorae d'halogene. 

12 . Compose de formule : 



10 



Ri NH 




(VIII) 



15 



OAd 



dans laquelle Ri represente un groupe protecteur d'une 
fonction amine ou un acide amine ou un peptide protege 
par un groupe protecteur d'une fonction amine, et R 2 
represente la chaine laterale d'un acide amine na'turel 
ou non naturel . 



13. Composition pharmaceutique inhibant 
selectivement le site C-terminal de 1 ' enzyme de 
conversion de 1 1 angiotensine I, comprenant un derive de 

20 pseudo-peptide phosphinique selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 8 . 

14. Utilisation d'un derive de pseudo-peptide 
phosphinique selon l'une quelconque des revendications 

25 1 a 8 pour la fabrication d'un medicament inhibant 
selectivement le site C-terminal de 1 1 enzyme de 
conversion de 1 1 angiotensine I. 
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